ACLIMATACIÓN DE HÍBRIDOS INTRAESPECÍFICOS DE Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews, OBTENIDOS in vitro by Reyes-López, D.
72 AGROPRODUCTIVIDAD
Agroproductividad: Vol. 9, Núm. 11, noviembre. 2016. pp: 72-77.
Recibido: febrero, 2016. Aceptado: septiembre, 2016.
ACLIMATACIÓN DE HÍBRIDOS INTRAESPECÍFICOS DE 
Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews, OBTENIDOS in vitro
ACCLIMATION OF INTRA-SPECIFIC HYBRIDS 
OF Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews, OBTAINED in vitro
Hernández-Leal, E.1; Castillo-Martínez, C.R.4; Reyes-López, D.2*; Corona-Torres, T.1; Avendaño-Arrazate, C.H.5; 
García-Zavala, O.J.J.1; Vaquera-Huerta, H.3; Villalobos-Navarro, F.4; Bonilla-Barrientos, O.1
1Programa de Genética, Postgrado de Recursos Genéticos y Productividad, Colegio de Postgra-
duados-Campus Montecillo. Km. 36.5 carr. México-Texcoco. 56230, Montecillo, Texcoco, Edo. De 
México. 2Benemérita Universidad Autónoma de Puebla, Facultad de Ingeniería Agrohidráulica. Dom. 
Con. San Juan Acateno, Teziutlán, Puebla, México. 3Programa en Estadística, Colegio de Postgra-
duados Campus Montecillo. 4Centro Nacional de Recursos Genéticos, Boulevard de la Biodiversi-
dad Núm. 400, Col. Centro CP. 47600, Tepatitlán de Morelos, Jalisco. 5INIFAP-Campo Experimental 
Rosario-Izapa, INIFAP. 
*Autor para correspondencia: delfino_reyes2001@yahoo.com.mx
RESUMEN
Se desarrollaron vitroplantas de genotipos híbridos intraespecíficos de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews obtenidos 
por semilla, ya que éstas no germinan de manera natural por falta de reservas nutritivas. Para asegurar la mayor 
sobrevivencia se evaluaron dos técnicas de preaclimatación y una de aclimatación utilizando 21 cruzas intraespecificas y 
una autofecundación. Las vitroplantas tuvieron 4-7 cm de longitud y tres raíces. Se colocaron en recipientes de plástico 
de un litro con sustrato Peat moss® con los tratamientos: T1 un vaso de plástico usado como tapa del frasco, T2 una 
bolsa de nylon transparente como tapa, y en ambos casos cinco plantas por cruza. Ambos tratamientos se llevaron a 
cámara de germinación a 26 °C y 70% de humedad relativa. A los 53 días después de la preaclimatación se llevaron a un 
módulo de malla sombra (80%) para su aclimatación. Existieron diferencias significativas (P0.05) entre tratamientos de 
preaclimatación, registrando T2 con mejores porcentajes de sobrevivencia de vitroplantas, debido que la técnica permitió 
un cambio gradual de las condiciones in vitro a las condiciones ex vitro. En la fase de aclimatación también se observó 
diferencias estadísticas significativas entre las cruzas (P0.05) debido a su condición genética.
Palabras clave: Sobrevivencia, vainilla, vitroplantas.
ABSTRACT
Vitroplants were developed of intra-specific hybrid genotypes from Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews obtained by seed, 
since these do not germinate naturally for lack of nutritional reserves. To ensure the longest survival, two techniques for 
pre-acclimation were evaluated, and one for acclimation, using 21 intra-specific crosses and one self-fertilization. Vitroplants 
had 4-7 cm of length and three roots. They were placed in one-liter plastic recipients with Peat moss® substrate with the 
following treatments: T1 one plastic cup used as tap for the container, T2 one transparent nylon bag as lid, and in both cases 
five plants per cross. Both treatments were taken to the germination chamber at 26 °C and 70 % relative humidity. At 53 
days after pre-acclimation they were taken to a module of shade mesh (80 %) for acclimation. Significant differences were 
found (P0.05) between pre-acclimation treatments, finding T2 with better percentages of vitroplant survival, because the 
technique allowed a gradual change from in vitro conditions to ex vitro conditions. During the acclimation phase, significant 
statistical differences were also observed between the crosses (P0.05) due to their genetic condition.
Keywords: survival, vanilla, vitroplants.
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INTRODUCCIÓN
La diversidad genética en las plantaciones de vai-nilla (Vanilla planifolia Jacks. ex An-
drews) y el resto del mundo es limitada (Cibrián, 1999; Besse et al., 2004), 
ya que su modo de reproducción comercial es asexual por medio de seg-
mentos cortados de tallo lo que hace que no se presente variación genética 
entre individuos (Divakaran et al., 2006) por otro lado para la obtención de 
frutos comerciales (Cápsulas o silicuas), las flores se polinizan manualmente 
en campo (Soto, 1999), pero los frutos contienen sustancias que inhiben la 
germinación de las semillas (Augstburger et al., 2000) y aunque éstas, conte-
nidas en una capsula son numerosas (2-3 millones), se estima que sólo 2% a 
3% pueden germinar en condiciones naturales (Luan et al., 2006). Una estra-
tegia para ampliar la base genética en poblaciones con limitada variabilidad 
es el uso de la hibridación, en el caso de vainilla pueden utilizarse especies 
como V. planifolia, V. pompona, V. odorata y V. phaeanta (Soto, 1999; Men-
chaca et al., 2011). Para la producción comercial de muchas orquídeas la 
germinación in vitro de sus semillas es importante (Arditti, 1984). Las plántulas 
obtenidas in vitro realizan fotosíntesis, sin embargo, al transferirse a condicio-
nes ex vitro para su aclimatación, generalmente disminuyen el desarrollo y 
rendimiento fotosintético, debido a la falta de las condiciones particulares del 
cultivo in vitro, tales como alta humedad relativa, baja intensidad luminosa, y 
baja concentración de CO2 (Kadlecek et al., 2001). Dentro de un programa 
de mejoramiento genético en vainilla es necesario la utilización de las técni-
cas de cultivo in vitro para la obtención de vitroplantas híbridas. Sin embargo, 
es la transición de cultivo in vitro a cultivo ex vitro donde se debe asegurar 
su sobrevivencia para ser estableci-
das en su lugar definitivo, por lo que 
en el presente trabajo se describe 
dos técnicas de preaclimatación 
utilizando 21 cruzas intraespecifi-
cas de Vanilla planifolia, y una au-
tofecundación para posteriormente 
aclimatarlas en su lugar definitivo, 
conocimientos que contribuirán a 
fortalecer la fase de preaclimatación 
y aclimatación en vainilla. 
MATERIALES Y MÉTODOS
Pre-aclimatación y aclimatación 
de híbridos 
En el ciclo agrícola primavera-ve-
rano del 2013, se realizaron cruzas 
con las accesiones del banco de 
germoplasma de vainilla de la Be-
nemérita Universidad Autónoma 
de Puebla (BUAP), ubicado en Te-
nampulco, Puebla, México, el cual 
tiene un clima cálido-húmedo con 
abundantes lluvias en verano y una 
altitud de 210 m (INEGI 2006). Los 
frutos (Capsulas) de 21 cruzas y una 
autofecundación (Cuadro 1) fueron 
cosechados a los 70 días después 
de la fecundación y se trasladaron 
al laboratorio de cultivo in vitro del 
Centro Nacional de Recursos Gené-
ticos (CNRG) ubicado en Tepatitlán 
de Morelos, Jalisco, México, para su 
regeneración in vitro.
Al término de la etapa de micro-
propagación, se sembraron 10 
plántulas por cruza y por testigo. 
La siembra se realizó en recipien-
tes de plástico trasparente de un 
litro, como sustrato se utilizó peat 
moss®, el cual se esterilizo por 25 
min en una olla exprés marca Vas-
conia® modelo 25X-1, fue hidrata-
do con agua destilada estéril. Los 
vasos se llenaron a la mitad (0.5 L), 
las plántulas se extrajeron de los tu-
bos de ensaye con pinzas estériles, 
se lavaron las raíces en un vaso con 
agua destilada estéril para eliminar 
Cuadro 1. Material biológico para cruzas intraespecíficas de Vanilla planifolia en 2013.
Accesión Especie Lugar de colecta
2 V. planifolia clon  Ejido La Corona, Márquez de Comillas, Chiapas
16 V. planifolia clon  San Javier Ocosingo, Chiapas
20 V. planifolia clon  Nuevo Becar, Othón P. Blanco, Quintana Roo
21 V. planifolia clon   Nuevo Becar, Othón P. Blanco, Quintana Roo
27 V. planifolia clon   Tenampulco El Viejo, Tenampulco, Puebla
28 V. planifolia clon  Tenampulco El Viejo, Tenampulco, Puebla
35 V. planifolia clon   La Palapa, Tenampulco, Puebla
36 V. planifolia clon  Primero de Mayo, Papantla, Veracruz
39 V. planifolia clon   Primero de Mayo, Papantla, Veracruz
41 V. planifolia clon  Segundo Cantón Fracción Villanueva, Tapachula, 
Chiapas
69 V. planifolia clon  Huatusco, Othón P. Blanco, Quintana Roo
71 V. planifolia clon  Huatusco, Othón P. Blanco, Quintana Roo
111 V. planifolia clon  Miahuatlán, Tihuatlán, Veracruz
112 V. planifolia clon   Copales Arroyo Blanco, San José Acateno, Puebla
115 V. planifolia clon  San Rafael, Veracruz
124 V. planifolia clon   Tihuatlán, Veracruz
195 V. planifolia clon  Caracoles, Tenampulco, Puebla
196 V. planifolia clon  Caracoles, Tenampulco, Puebla
progenitor masculino; progenitor femenino.
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los excesos de agar y evitar contaminaciones por bac-
terias u hongos. Las plántulas se trasplantaron a una 
profundidad de 3-5 cm, dependiendo de su tamaño (Fi-
gura 1), se aplicó Captan® 50 (3 g L1) como preventivo. 
Se probaron dos tratamientos de pre-aclimatación; el 
primero (T1) se emplearon cinco plantas de cada cruza 
y se taparon con un vaso de plástico de 1 L, se asegu-
ró con cinta masking. El segundo tratamiento (T2), las 
cinco plantas se taparon con una bolsa de nylon tras-
parente para 2 kg, sujetándola con una liga. Todas las 
plantas estuvieron dentro de la cámara de germinación 
a una temperatura de 26.5 °C5 °C, humedad relativa 
de 70% 5, un fotoperiodo de 16/8 h, de oscuridad, e 
intensidad lumínica de 46 mol m2 s1 proveniente de 
lámparas fluorescentes de 74W.
A los 10 días después de la siembra (dds), las plantas se 
regaron con agua esterilizada. La pre-aclimatación con-
sistió en retirar la bolsa y el bote que funcionaron como 
tapa por 20 min, a cada bolsa que funciono como tapa 
(T2) se le hicieron dos orificios de 8.5 mm cada uno, 
aproximadamente, se volvieron a colocar los botes y las 
bolsas. A los 12 dds se realizó la misma actividad solo 
que las tapas se retiraron por 60 minutos, y a las bolsas 
de nylon se le hi-
cieron dos orifi-
cios más a cada 
bolsa. A los 17 dds 
se aumentó el 
tiempo de desta-
pado a 90 min, y 
a las bolsas se les 
hicieron cuatro 
orificios. A los 23 
dds se destapa-
ron por 120 min, 
y se aumentaron 
dos orificios más 
a las bolsas. A los 
27 dds se dejaron 
destapadas duran-
te 240 min los botes tapa, y a las bolsas se les hizo una 
abertura de 7 cm de forma horizontal. A los 30 dds se 
retiraron los botes y las bolsas a cada tratamiento de for-
ma definitiva. Los riegos se realizaron con agua destilada 
estéril cada vez que fue necesario, como preventivo se 
realizaron aplicaciones de Captan® 50 (1 g L1), inter-
calándolo con Agri-mycin® 100 (1.5 g L1), cada quince 
días. La aclimatación se realizó después de los 135 días 
de preaclimatación, las plantas fueron establecidas en un 
módulo con malla sombra al 80%, se utilizaron arboles 
de cocuite (Gliricidia sepium) como tutor. Los tratamien-
tos se distribuyeron en un diseño experimental comple-
tamente al azar. Se realizaron riegos con agua potable 
durante los primeros 30 días y se realizaron aplicaciones 
con Captan® 50 (1.5 g L1), una vez al mes. Para el caso 
de la pre-aclimatación, las 21 cruzas de vainilla y la au-
tofecundación se evaluaron en una cámara de germi-
nación bajo un diseño experimental completamente al 
azar con dos factores (Martínez, 1988). El diseño tuvo 
dos tratamientos y cinco repeticiones, dando un total 
de 220 unidades experimentales. La unidad experimen-
tal consistió de una planta. Tanto en la pre aclimatación 
como en la aclimatación se registró el diámetro del tallo 
(DT, en mm), altura de planta (AL, en cm), y contabilizo 
el número de plantas que sobrevivieron por cruza y por 
tratamiento. 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
El análisis de varianza detecto diferencias significativas 
(P0.05) entre las cruzas para AL, DT y sobrevivencia, 
y entre tratamientos sólo hubo diferencias para sobre-
vivencia. De las 22 cruzas pre-aclimatadas bajo los dos 
tratamientos, 14 tuvieron el 100% de sobrevivencia en 
ambos tratamien-
tos (Cuadro 2). Las 
cruzas 21124, 
12421 y 12428 
presentaron 80% 
de sobrevivencia 
cuando se tapa-
ron con un vaso 
de plástico trans-
parente, y 100% 
de sobrevivencia 
cuando se tapa-
ron con bolsa. El 
porcentaje de so-
brevivencia de la 
cruza 2839 fue 
de 80% cuando se 
utilizó la bolsa como tapa de plástico. La mayoría de las 
cruzas intraespecíficas de vainilla superaron lo registrado 
por Martínez et al. (2005), quienes utilizaron dos clones 
de Eucalyptus grandis y E. urophylla y obtuvieron 75% y 
85% de sobrevivencia respectivamente. La cruza 3669 
presentó 80% de sobrevivencia en ambos tratamientos, 
mientras que la cruza 12427 presentó 60% para el trata-
miento tapado por vaso, y 100% de sobrevivencia cuan-
do se utilizó como tapa una bolsa de plástico. Las cru-
Figura 1. Plantas en pre-aclimatación dentro de una cámara de germinación (CNRG). 
A la derecha el tratamiento con bolsa de nylon trasparente; a la izquierda el trata-
miento con vaso de plástico. 
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zas 19516 y 11221 fueron las que presentaron el valor 
más bajo de sobrevivencia, con 40% cuando fueron ta-
padas con un vaso. Esto pudo deberse a estomas poco 
funcionales, debido a la alteración en la forma de las cé-
lulas oclusivas (Gil, 1996), y a la absorción y transporte de 
agua ineficiente, debido a una conexión vascular incom-
pleta o deficiente entre 
la raíz y el brote. Preece 
y Sutter (1991) mencio-
nan que una ineficien-
cia fotosintética, debida 
a bajos contenidos de 
pigmentos del apara-
to fotosintético, puede 
afectar la sobrevivencia 
de plantas aclimatadas. 
El tratamiento que pre-
sento mejor respuesta a 
la pre aclimatación fue 
T2, ya que al utilizar una 
bolsa de plástico como 
tapa tuvo en promedio 
98.26% de sobrevivencia, 
mientras que el T1 fue de 
89.57%, estas diferencias 
fueron estadísticamente 
significativas (P0.05). 
Los primeros días que se 
extraen las plántulas del 
tubo de ensaye son crí-
ticos durante el proceso 
de pre aclimatación, la 
bolsa de nylon hace que 
se genere un microclima, 
al hacer orificios cada 
cierto tiempo a la bolsa, 
permite a las plantas que 
se vayan adaptando gra-
dualmente al intercam-
bio de gases, temperatu-
ra, humedad relativa, obligando que sus estomas reali-
cen sus funciones gradualmente. En este sentido Abad 
(1989) menciona que también la eficiencia del proceso 
de adaptación depende, entre otros factores, de la elec-
ción del sustrato y de la obtención de una relación ade-
cuada entre los componentes de la mezcla, que asegure 
una buena supervivencia en el trasplante.
En relación a la altura de planta (AL), la cruza 19520 
tuvo la mayor altura, con 15.75 cm, mientras que 20 cru-
zas estuvieron en un intervalo de 7.67 a 15.09 cm, siendo 
la cruza 2839 la de menor altura con 7.2 cm. En diáme-
tro de tallo (DT), la cruza 1112 presentó el mayor valor 
con 2.33 mm, mientras que las cruzas 12435 y 36112 
fueron las que tuvieron los valores más bajos; el resto 
de cruzas presentaron un diámetro de tallo de 1.84 a 
2.28 mm. Para sobrevi-
vencia, 14 cruzas tuvie-
ron el 100%, mientras 
que las cruzas 11221 
y 19516 mostraron 
los menores porcen-
tajes (70%) de sobre-
vivencia. Morgado et 
al. (2000) mencionan 
que es fundamental 
que las plántulas sean 
de buena calidad y 
tengan buena aclima-
tación, porque de ello 
depende el porcentaje 
de supervivencia, la ve-
locidad de crecimiento 
y la producción final 
de éstas en la fase de 
campo. Las diferencias 
encontradas en AL, DT 
y sobrevivencia fueron 
estadísticamente sig-
nificativas (Cuadro 2) 
debido a que las cru-
zas realizadas dieron 
como resultado res-
puestas diferenciadas 
a pre aclimatación por 
sus diferencias genéti-
cas. Al respecto, Foolad 
(2007) menciona que 
en especies autóga-
mas, como la vainilla, la 
heterosis no se expresa en igual magnitud que en espe-
cies alógamas.
Para el caso de la aclimatación en campo, igualmente el 
análisis de varianza detectó diferencias altamente signi-
ficativas (P0.05) entre las cruzas para las tres variables 
(AL, DT y sobrevivencia) lo cual es un indicador de que 
las cruzas respondieron de manera diferente a los efec-
tos del ambiente para su aclimatación. Esto es impor-
tante porque permitiría seleccionar aquellos materiales 
Cuadro 2. Comparación de medias de 22 cruzas de Vanilla planifolia 
pre aclimatadas.
Cruzas AL DT Sobrevivencia
112  21 14.11abc 2.26ab 70c
124  27 13.80abc 2.28ab 90b
 36  69 13.08abcde 1.90abcd 90b
124  28 15.08ab 1.98abcd 90b
124  21 13.62abc 2.02abcd 90b
 21  41 12.02abcde 2.09abcd 100a
 71  2 11.74abcde 2.17abcd 100a
111  39 13.85abc 2.06abcd 100a
111  2 13.64abc 2.33a 100a
195  20 15.75ª 2.11abcd 100a
124  2 13.33abcd 1.94abcd 100a
 35  20   9.25cde 1.87bcd 100a
 21  124   8.95cde 1.84bcd 90b
 21  28 10.01abcde 2.09abcd 100a
 39  196 10.32abcde 1.92abcd 100a
 36  112 9.56abcde 1.82d 100a
 28  39   7.28e 1.87bcd 90b
195  16   7.78de 1.89bcd 70d
115  21 10.08abcde 1.98abcd 100a
 27  27 10.35abcde 2.23abc 100a
124  35 11.06abcde 1.76d 100a
 71  112   7.67de 1.91abcd 100a
DMS   5.79 0.4367 8.79
Medias con la misma letra dentro de columnas son estadística-
mente iguales (0.05); DMSDiferencia mínima significativa; 
ALaltura de planta hasta el ápice (cm); DTdiámetro de tallo 
(mm); Sobrevivenciaplantas vivas (%).
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con la mejor expresión de características medidas y ser 
usados en el mejoramiento genético. La comparación 
de medias de Tukey (0.05) detectó a la cruza 11221 
como la de mayor altura (26.29 cm), 10 cruzas estuvie-
ron en un intervalo de 9.31 a 13.33 cm (Cuadro 3). Para 
diámetro de tallo, las cruzas 1112 y 12421 tuvieron los 
mayores valores, ambas con 2.65 mm, mientras que la 
cruza 36112 fue la que presentó el valor más bajo (1.85 
mm); el resto de las cruzas tuvieron un diámetro de tallo 
de 1.92 a 2.48 mm. Con respecto al porcentaje de sobre-
vivencia, las cruzas 19520, 1242, 39196 y 36112 
no se vieron afectados por el cambio de ambiente, ya 
que mantuvieron el 100% de sobrevivencia. Sin embar-
go, las cruzas 11221, 3669 y 19516 mostraron los 
menores porcentajes de sobrevivencia con 70%. Estos 
resultados demuestran la amplia variabilidad genética 
que se genera cuando se forman y utilizan cruzas intra-
específicas en vainilla, lo que aporta evidencia de que 
es posible aumentar la reducida diversidad genética exis-
tente derivada de su cultivo.
El valor de sobrevivencia en pre aclimatación fue de 
93.64% en promedio, mientras que en la aclimatación 
fue de 88.18%. Esta reducción de sobrevivencia en la 
etapa de aclimatación se debió que en campo las condi-
ciones ambientales, tales como temperatura y humedad 
relativa fueron variables. Sin embargo, se observó varia-
bilidad genética a la respuesta de aclimatación, ya que 
las cruzas 19520, 1242, 39196 y 36112 se aclima-
taron con mayor rapidez a las condiciones ambientales 
de campo. 
CONCLUSIONES
De los dos tratamientos evaluados en pre aclimatacion el 
T2 en el cual se utilizó bolsa trasparente de nylon con 
orificios que sirvieron de tapa permitió a las plántulas una 
pre aclimatación gradual a las condiciones ambientales, 
reflejando mayor porcentaje en sobrevivencia de vitro-
plantas. Se observó respuesta diferenciada a la aclimata-
ción entre las cruzas atribuido a su condición genética.
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195  20 15.35ab 2.26ab 100a
124  2 14.77ab 2.38ab 100a
 35  20 13.56ab 2.14ab 80c
 21  124 13.33b 1.92ab 90b
 21  28 13.33b 1.98ab 90b
 39  196 12.65b 2.04ab 100a
 36  112 11.95b 1.85b 100a
 28  39 11.83b 2.29ab 90b
195  16 11.50b 2.15ab 70d
115  21 11.50b 2.09ab 90b
 27  27 11.39b 2.41ab 90b
124  35 11.78b 2.14ab 90b
 71  112 9.31b 1.93ab 80c
DMS 12.94 0.7835 9.35
Medias con la misma letra dentro de columnas son estadísticamen-
te iguales (0.05); DMSDiferencia mínima significativa; ALaltura 
de la base de la planta hasta el ápice (cm); DTdiámetro de planta 
tomado de la parte media de la planta (mm); Sobrevivenciaplantas 
vivas (%).
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